小型・正常大の血小板を有する先天性血小板減少症の臨床的および遺伝学的解析 by 内山  芽里
小型・正常大の血小板を有する先天性血小板減少症
の臨床的および遺伝学的解析












































AML Acute myelogenous leukemia 急性骨髄性白血病 
ANKRD26 Ankyrin repeat domain-containing protein 26  ANKRD26 
CAMT Congenital amegakaryocytic thrombocytopenia 先天性無巨核球性血小板減少症 
CGH Comparative Genomic Hybridization 比較ゲノムハイブリダイゼーション法 
CYCS cytochrome c  CYCS 
FGF2 fibroblast growth factor 2 FGF2 
FLI1 Friend leukemia integration 1 transcription factor FLI1 
FPD/AML Familial platelet disorder and predisposition 




HOXA11 homeobox A11 HOXA11 
ITP Immune thrombocytopenia 免疫性血小板減少症 
IVIG Intravenous immunoglobulin 大量ガンマグロブリン療法 
MAPK Mitogen-activated protein kinase MAPK 
MDS Myelodysplastic syndrome 骨髄異形性症候群 
MPL Myeloproliferative leukemia virus oncogene MPL 
MPV Mean platelet volume 平均血小板容積 
MYH9 myosin light chain 9  MYH9 
PDGF-BB platelet-derived growth factor BB PDGF-BB 
PF4 platelet factor 4  血小板第 4因子 
PIDJ Primary Immunodeficiency Database in Japan 日本原発性免疫不全症データベース 
PKC Protein kinase C プロテインキナーゼ C 
RBM8A RNA-binding motif protein 8A RBM8A 
RUNX1 Runt-related transcription factor 1 RUNX1 
SNP Single nucleotide polymorphism 一塩基多型 
TAR  Thrombocytopenia with absent radii 橈骨欠損を伴う血小板減少症 
TGFβ Transforming growth factor β TGFβ 
THC2 Autosomal dominant thrombocytopenia 2 常染色体優性遺伝性血小板減少症 
TPO Thrombopoietin トロンボポエチン 
WASP Wiskott-Aldrich sundrome protein Wiskott-Aldrich症候群蛋白 
WHO World Health Organization 世界保健機関 
WIP WASP-interacting protein WIP 
XLT X-linked thrombocytopenia X連鎖性血小板減少症 













異常症(Wiskott-Aldrich 症候群および X 連鎖性血小板減少症)、4 家系 5 症例の
RUNX1 遺伝子変異を伴う急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板減少症(Familial 
platelet disorder and predisposition to acute myelogenous leukemia:FPD/AML)、4
家系 4 症例の ANKRD26 遺伝子異常を伴う常染色体優性遺伝性血小板減少症
(Autosomal dominant thrombocytopenia 2:THC2)において遺伝子変異を同定した。
WASP 遺伝子変異例のうち、2 例で稀な WASP 遺伝子内の染色体レベルの欠失を同
定した。また FPD/AML の 2 家系、THC2 の 1 家系は家族歴がなく、家族内の遺伝











































(Amegakaryocytic thrombocytopenia with radio-ulnar synostosis)10-12) 、
RNA-binding motif protein 8A (RBM8A)遺伝子変異を持つ橈骨欠損を伴う血小板減
少症 (Thrombocytopenia with absent radii:TAR syndrome)13-15)、 runt- related 
transcription factor 1 （RUNX1）遺伝子変異を持つ急性骨髄性白血病を伴う家族性
血小板減少症(Familial platelet disorder and predisposition to acute myelogenous 
leukemia:FPD/AML)16)、ankyrin repeat domain 26（ANKRD26）遺伝子の 5’-非翻
訳領域 (5’-untranslated region: 5’-UTR)に変異を持つ常染色体優性遺伝性血小板減
少症(Autosomal dominant thrombocytopenia 2 : THC2)17,18)、cytochrome c (CYCS)















































などから本疾患群が疑われる 20 歳以下の症例とした。小型血小板を有する WAS が













血液からのDNA抽出はPAXgene Blood DNA kit (Qiagen)、あるいは、QIAamp 
DNA Blood Mini kit (Qiagen)を用いた。爪・毛髪からの DNA抽出は、
9 
ISOHAIR(NIPPON GENE)を、頬粘膜からの DNA抽出は BuccalAmp DNA 
Extraction Kit (Epicentre)を用いた。Polymerase chain reaction (PCR) に用いる
Primer は過去の文献を参照した17,21-24)。 
PCRは、WAS、RUNX1(exon2、6)の反応液の組成は、genomic DNA50ng、20pmol 
primer、400μM dNTP、10×PCR buffer (1.5mM MgCl2を含む) 、1U Taq DNA 
polymerase (Takara)を用いた。MPL、RUNX1(Ex2、6以外)、ANKRD26はさらに
400μM MgCl2、10%DMSOを追加し、計 25μlの系で行った。PCR条件は、以下の
通りとした。WASP: 95℃5分 1サイクル、94℃30秒・55℃1分・72℃30秒 35サイ
クル、72℃7分 1サイクル; MPL: 94℃4分 1サイクル、94℃30秒・56℃30秒・72℃
30秒 35サイクル、72℃10分 1サイクル; RUNX1: 94℃5分 1サイクル、94℃30秒・
58℃1分・72℃30秒 35サイクル、72℃7分 1サイクル; ANKRD26: 94℃5分 1サイ
クル、94℃30秒・62℃1分・72℃30秒 35サイクル、72℃7分 1サイクル。 
PCR産物は 1.5%アガロースゲルで電気泳動を行い、エチジウムブロマイドで染色
を行った。PCR 産物は QIAquick Gel extraction kit(Qiagen)で精製し、BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems)を用いてシークエンス
反応を行った。シークエンス解析は、ABI PRISM 310 Genetic Analyzer または
3500xL Genetic Analyzer(Applied Biosystems)を用いた。 
3) TAクローニング法による変異頻度解析 
TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen)を用いて、PCR産物をpCR 2.1-TOPO vector
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に導入し、E.Coli ( ECOS competent E.coli)に形質転換した。2% X-gal 40μlを塗布
したABPC含有（100μg/ml) Luria-Bertani (LB) agar plateプレートに播種し、37℃
で 1晩培養した。PCR産物が挿入されたクローンを 30～40個選択し、ABPC含有LB
液体培地 1.5mLに播種し、37℃で約 10時間振盪培養を行った。Mini plus Plasmid 
DNA Extraction System (VIOGENE)を用いてプラスミドを抽出し、BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems)を用いてシークエンス
反応を行った。シークエンス解析は、3500xL Genetic Analyzer(Applied Biosystems)
を用いた。 
3) RT-PCR法による RUNX1 mRNA解析 
家系 4(患者兄弟とその父)の末梢血から、QIAamp RNA Blood Mini Kit(QIAGEN)
を用いて RNAを抽出し、RNA PCR kit(AMV)Ver3.0 (Takara)を用いて RT-PCRを
行った。RT-PCRの条件は、94℃5分 1サイクル、94℃30秒・60℃30秒・72℃1分
35 サイクル、72℃10 分 1 サイクルで行い、プライマーは、フォワードプライマー: 







で溶解し、14,000g, 4℃で 20 分遠心し、蛋白上清を回収した。蛋白抽出液を
10%SDS-PAGEで電気泳動後、ニトロセルロースメンブレンに転写した。5%スキム
ミルクでブロッキングを行い、0.1%Tween20 含有のTBSで洗浄した。一次抗体は、






5) アレイCGH(Comparative Genomic Hybridization)法によるWASP遺伝子コピー
数の解析 
アレイ CGH 法は、Human Genome CGH Microarray Kit 244A (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA)を用いて行った。 
6) ELISAによる血清トロンボポエチン値測定 
FPD/AML 症例 (n=6)、THC2 症例(n=5)と血小板数正常な健常者コントロール
(n=12)より血清を分離し、-20℃で保存した。これらの保存血清において Human 





















本邦 20施設より合計 32症例（29家系）の解析を行った。WASP遺伝子変異が 3
症例（3家系）、RUNX1遺伝子変異 5症例（4家系）、ANKRD26遺伝子変異 4症例
（4家系）が確定診断され、合計 12症例（11家系）であり、解析症例の 37.5%に相
当した。血小板減少症の家族歴は、WAS は 3 家系とも家族歴を認めたが、RUNX1
変異の 2 家系、ANKRD26 変異の 1 家系には家族歴を認めなかった。家族歴のある
RUNX1変異 2家系では、両家系に血液悪性疾患(AML、MDS)の合併を認め、家族歴




















 WASP遺伝子変異は 3家系(家系 1～3)、3症例にて同定した（図 3A）。症例 1は出












ソン 3-7 の欠失と、直接シークエンスにてWASPの約 1.8kbの欠失(c.274_734del、
p.Gly93CysfsX13)を認めた(図 3B)。症例 3は家族歴で、母方叔父 2人が出血・感染








 RUNX1遺伝子変異を伴う FPD/AMLは、4家系（家系 4～7）、5症例に認められ
た。家系 4、家系 7は血小板減少症の家族歴があり、血液悪性疾患で死亡した家族が
存在した（家系 4父方祖父:56歳時にMDSで死亡、家系 7父方叔父:49歳時に AML
発症し 51歳で死亡）（図 4A）。症例 4の兄弟症例とその父に、RUNX1にイントロン
3 のアクセプター部位に新規のスプライシング変異(c.271-1G>A、p.Val91fsX6)をヘ
テロで認めた(図 4B)。RUNX1 の RT-PCR では、エクソン 4 をスキッピングしてエ





p.Arg139Gln)を認めた。症例 6 には RUNX1 にヘテロで新規ミスセンス変異
(c.511G>A、p.Asp171Asn)を認めた(図 4B)。症例 5、6には血小板減少症の家族歴は
認めず(図 4A)、両親・兄弟はいずれも RUNX1遺伝子は正常であったため、de novo
変異と考えられた。患者の血液以外の体細胞でも同変異を認め、生殖細胞系変異と考
えられた（図 5）。 
 ANKRD26遺伝子変異を伴う THC2は、4家系(家系 8～11)、4症例に認められた。
家系 9、10、11に血小板減少症の家族歴を認め、血液悪性疾患の家族歴はなかった(図













と有意に上昇していた(p<0.001) (図 7)。 
4. FPD/AML及び THC2症例における骨髄像 
 FPD/AML では症例 5、6の計 2症例で骨髄検査が施行され、多核や分離核などを
もつ巨核球や小型巨核球など特徴的な異形成を認めた(図 8)。大きな細胞質を持つ成















例 29家系解析し、新たにWAS異常症 3家系、FPD/AML家系 4家系、THC2家系 4
家系を含む 12症例(37.5%)を同定した。WASの発症頻度は、男子出生数 100万人に






FPD/AMLの 3症例、THC2の 1症例（いずれも 15歳未満）が含まれており、宮城
19 
県の平成 25年 10月 1日現在の 15歳未満の人口は 29.9万人と報告されている。宮




















































れている34)。またRUNX1 は血小板造血や血小板機能に関わるProtein kinase C 










































growth factor BB(PDGF-BB)、fibroblast growth factor 2(FGF2)刺激によりストロ















症例 1、3は移植後で検体が得られず、症例 2と、別のWASP点変異患者 2症例で血
清TPO値測定を行った。結果は提示していないが症例 2 は軽度上昇(57.3pg/ml)、他



































た計 32症例（29家系）を解析し、計 12症例 (11家系)の 37.5％に責任遺伝子変異を
同定した。3家系のWASP異常症、4家系の RUNX1変異を伴う FPD/AML、4家系
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ブ領域でアリルの欠失を認めた。WT;wild type, Pt;patient, Ctr; health control. 
EVH1;Ena-VASP homology domain, Basic;Basic region, GBD;G-protein binding 
37 
domain, Pro-rich;proline-rich domain, VCA;Verprolin, Coffilin and acidic domain, 
AA;amino acids. 
 
図 4：FPD/AML家系の遺伝学的解析と RUNX1 mRNA発現の解析。(A) FPD/AML4
家系の家系図。遺伝子解析を行った個人にアスタリスクを付けた。(B) 正常及び変異
RUNX1の一次構造。(C) RT-PCR法による RUNX1 mRNA発現量の解析。スプライ
シング変異を持つ家系 4の 3症例で、エクソン 4をスキッピングした異常mRNAの
発現を認めた。Ctr; health control, AA;amino acids. 
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家系11  c.-134G>A 
 
家系8  c.-118C>T 

















































疾患 遺伝形式 責任遺伝子 特徴 
小型血小板性 (Small platelet)       
  Wiskott-Aldrich症候群                                            
(Wiskott-Aldrich synmrome: WAS) 
X WASP 免疫不全、湿疹、血小板減少 
X連鎖性血小板減少症                                                   
(X-linked thrombocytopenia: XLT) 
X WASP 血小板減少（時に軽度の湿疹、易感染あり） 
正常大血小板性 (Normal-sized platelet)       
先天性無巨核球性血小板減少症                        
(Congenital amegakaryocytic thrombocytopenia: CAMT) 
AR MPL 巨核球著減、骨髄不全 
橈骨尺骨癒合を伴う血小板減少症                     
(Congenital thrombocytopenia with radio-ulnar synostosis) 
AD HOXA11 橈骨尺骨癒合、骨髄不全 
橈骨欠損を伴う血小板減少症                
(Thrombocytopenia with absent radii: TAR) 
AR RBM8A 橈骨欠損、年齢と共に血小板正常化 
急性骨髄性白血病を伴う家族性血小板減少症        
(Familial platelet disorder and predisposition to            
acute myelogenous leukemia : FPD/AML) 
AD RUNX1 急性骨髄性白血病へ移行 
常染色体優性遺伝性血小板減少症                    
(Autosomal dominant thrombocytopenia2: THC2)  
AD ANKRD26 急性骨髄性白血病へ移行 
チトクロームC異常症                                       
(Cytochrome c mutation) 
AD CYCS 巨核球アポトーシス 
表1 
X   :  X連鎖性   
AR : 常染色体劣性  
AD : 常染色体優性 
表2 







1 WAS  c.1378C>T p.Pro460Ser yes 6 5 11.1 2 WAS,WIP 
2 WAS  c..274_734del p.Gly93CysfsX13 yes at birth 56 4 WAS,WIP,MPL,RUNX1,ANKRD26 
3 WAS  Ex3-12 deletion yes at birth 50 4 WAS,WIP 
 4-1 RUNX1  c.271-1G>A p.Val91GlyfsX6 yes 2 72 2 RUNX1,ANKRD26 
 4-2 RUNX1  c.271-1G>A p.Val91GlyfsX6 yes 2 85 2 RUNX1,ANKRD26 
5 RUNX1  c.416G>A p.Arg139Gln no   at birth 50 10.2 2 RUNX1,ANKRD26 
6 RUNX1  c.511G>A p.Asp171Asn no  3 86 10.5 2 MPL,RUNX1,ANKRD26 
7 RUNX1  c.520dupC p.Arg174ProfsX12 yes 1.5 98 7.8 1 RUNX1,ANKRD26 
8 ANKRD26 c.-118C>T - no   8 60 9.7 0 RUNX1,ANKRD26 
9 ANKRD26 c.-118C>T - yes 5 85 9.3 2 RUNX1,ANKRD26 
10 ANKRD26 c.-134G>A - yes 1 40 10 0 RUNX1,ANKRD26 
11 ANKRD26 c.-134G>A - yes 19 73 9.9 0 RUNX1,ANKRD26 
12 none yes at birth 40 10.8 1 RUNX1,ANKRD26 
 13-1 none yes at birth 40 0 RUNX1,ANKRD26 
 13-2 none yes at birth 115 0 RUNX1,ANKRD26 
14 none yes 2 38 0 RUNX1,ANKRD26 
15 none yes at birth 1 4 WAS,WIP,MPL,RUNX1,ANKRD26 
 16-1 none yes 0.75 70 10.3 2 RUNX1,ANKRD26 
 16-2 none yes 1 60 10.3 2 RUNX1,ANKRD26 
17 none yes 3 77 9.9 0 RUNX1,ANKRD26 
18 none no 8 22 10.1 2 RUNX1,ANKRD26 
19 none no at birth 50 2 WAS,WIP,MPL,RUNX1,ANKRD26 
20 none no 11 85 9.3 0 RUNX1,ANKRD26 
21 none no 0.1 48 8 0 MPL,RUNX1,ANKRD26 
22 none no 12 105 9.4 0 RUNX1,ANKRD26 
23 none no at birth 85 9.2 1 RUNX1,ANKRD26 
24 none no 5 18 8.6 0 WAS,WIP,RUNX1,ANKRD26 
25 none no 2 113 11.1 0 RUNX1,ANKRD26 
26 none no 5 30 1 RUNX1,ANKRD26 
27 none no 10 107 10 0 RUNX1,ANKRD26 
28 none no 16 60 2 MPL,RUNX1,ANKRD26 
29 none no 14 89 10.6 1 WAS,WIP,RUNX1,ANKRD26 
表3 
家系数         
(患者数) 
発症年齢(年)                      
Mean±SD 
血小板数 
(×109/L)             
Mean±SD 






WHO Bleeding scale 
  Grade 0 1 ≧2 
WAS 3(3) 2.1±3.4 37.0±27.9 11.1  (1) 8100.0±2981.6(3) 9.7±2.3(3) 0 0 3 
FPD/AML 4(5) 1.7±1.1 78.2±18.3 9.5±1.5 (3) 6960.0±763.5(5) 12.1±1.0(5) 0 1 4 
THC2 4(4) 8.2±7.7 64.5±19.3 9.7±0.3 (4) 10762.5±1468.2(4) 14.3±1.6(4) 3 0 1 
no mutation 18(20) 4.5±5.3 62.7±33.6 9.8±0.9 (13) 7754.4±3224.7(9) 13.0±2.0(9) 10 4 6 
total 29(32) 4.3±5.3 62.9±30.4 9.8±0.9(21) 8187.6±2697.6(21) 12.5±2.2(21) 13 5 14 
